血小板输注无效（platelet transfusion refractoriness, PTR）指患者接受充足治疗剂量的血小板输注后处于血小板不应性状态，即患者外周血血小板未见有效提高、临床出血表现未见明显改善，是临床常见病之一，也是困扰国内外临床治疗的一大难题[@b1]。PTR的原因分为非免疫因素和免疫因素两类。非免疫性因素包括发热、血流感染、脾大、DIC等；免疫性因素，即同种异体免疫被认为是PTR的主要原因，其发生机制与血小板膜上血小板相关抗原即人类白细胞抗原（HLA）和血小板同种抗原（human platelet alloantigens，HPA）有关[@b2]--[@b3]。关于PTR的发病原因虽有不少论点，但其确切的作用机制至今未见系统报道。外源性血小板在PTR患者体内是通过细胞免疫还是体液免疫应答效应被破坏目前尚不清楚，我们通过本研究旨在探讨T、B淋巴细胞和血小板膜糖蛋白、血小板抗体在PTR中的作用。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2012年12月至2015年1月我院收治的41例PTR患者为研究对象，包括急性髓系白血病（AML）14例，骨髓增生异常综合征（MDS) 7例，再生障碍性贫血（AA) 7例，多发性骨髓瘤（MM) 4例，淋巴瘤5例，骨髓纤维化2例，Evans综合征2例。PTR组41例，男20例，女21例，中位年龄33(14\~68）岁。以27例血小板输注有效患者为对照组，包括AML 15例，MDS 4例，AA 2例，急性淋巴细胞白血病2例，MM 1例，Evans综合征1例，阵发性睡眠性血红蛋白尿症1例，化疗相关性血小板减少（肺癌术后）1例。对照组27例，男，12例，女15例，中位年龄32(12\~67）岁。PTR患者的诊断依据PTR判断标准即PLT增加指数（CCI）进行判断，若1 h CCI\<7 500 /µl或者24 h CCI\<4 500 /µl，连续2次则定义为PTR。CCI按下列公式进行计算：$$\text{CCI=}\frac{（\text{PLT}_{输注后} - \text{PLT}_{输注前}） \times 体表面积(m^{2})}{输入的血小板数( \times 10^{11})}$$

排除脾肿大伴脾功能亢进、感染、药物（阿司匹林、肝素、两性霉素等）作用和DIC等相关非免疫因素，患者输注的血小板为当日采集或采集后在天津市血液中心已保存1 d\[（22±2）°C振荡保存\]。本项目通过天津医科大学伦理委员会审批。

PTR组患者输血量均数为5.775（95% *CI* 4.430\~7.120）U，平均输血次数为3.05次；对照组患者输血量均数为5.833（95% *CI* 4.644\~7.022）U，平均输血次数为3.13次，两组患者输血量和输血次数差异无统计学意义（*P*值均\>0.05），具有可比性。

2．标本采集与数据收集：对PTR组和对照组患者分别采集外周静脉血5 ml×2支，一支以EDTA抗凝：混匀后每支取出2 ml全血留作流式细胞术检测，其余行4 000 r/min（离心半径为16.3 cm）离心5 min，取上层血浆−80 °C保存，备血小板抗体检测；另一支以ACD抗凝，用于检测血小板膜糖蛋白，从血液采集到标本处理不超过6 h。同时收集患者年龄、性别、输血次数（输血量）等数据。

3．流式细胞术检测外周血T、B淋巴细胞比例和血小板膜糖蛋白CD41a和CD61的表达：EDTA抗凝全血混匀后取50 µl加入流式细胞检测管，分别加入10 µl三标记的单克隆抗体（CD3-PerCP/CD4-FITC/CD8-PE）、CD19-PerCP-Cy5.5、CD41a-APC、CD61-PE（以上抗体均为美国eBioscience公司产品），充分混匀后室温避光孵育30 min，加入红细胞裂解液100 µl，1 200 r/min（离心半径为12.8 cm）离心5 min，弃上清，生理盐水洗涤1次后采用500 µl PBS悬浮细胞上流式细胞仪检测。CD3^+^CD4^+^CD8^−^细胞判定为辅助性T淋巴细胞（Th细胞），CD3^+^CD4^−^CD8^+^细胞判定为细胞毒性T淋巴细胞（Tc细胞），CD19^+^细胞判定为B淋巴细胞，并检测血小板膜糖蛋白CD41a和CD61表达情况。

4．血小板抗体检测：采用固相凝集法按照血小板抗体检测试剂盒（长春博德生物技术有限责任公司产品）说明书进行操作，加入抗人IgG及人IgG致敏红细胞（指示细胞）。阳性反应为指示细胞平铺在反应孔底部表面，而阴性反应为指示细胞在离心力的作用下聚集于反应孔底部中央。

5．统计学处理：应用SPSS17.0软件进行统计分析，数据以*x*±*s*表示，两组间计量资料比较采用*t*检验，计数资料采用*c*^2^检验，所有数据均进行方差齐性分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．流式细胞术检测T淋巴细胞亚群比例：与对照组比较，PTR组Th细胞比例下降（*P*=0.011）、Tc细胞比例增高（*P*=0.040）、Th/Tc比值下降（*P*=0.039），差异均有统计学意义（[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[表1](#t01){ref-type="table"}）。

![流式细胞术检测T淋巴细胞亚群（A\~C）、血小板膜糖蛋白（D\~F）及B淋巴细胞抗原（G,H）](cjh-37-03-238-g001){#figure1}

###### 流式细胞术检测接受血小板输注治疗患者的T、B淋巴细胞比例和血小板膜糖蛋白的表达（*x*±*s*）

  组别      例数   Th细胞比例(%)   Tc细胞比例(%)   Th/Tc比值   B淋巴细胞比例(%)   CD41a阳性细胞率(%)   CD61阳性细胞率(%)
  -------- ------ --------------- --------------- ----------- ------------------ -------------------- -------------------
  有效组     27     48.53±15.27     44.02±13.22    1.31±0.76      2.85±3.68          51.69±24.45          51.83±24.48
  无效组     41     36.60±15.01     53.26±16.88    0.85±0.64      3.02±5.26          88.10±12.75          88.36±12.31
                                                                                                      
  *P*值                0.011           0.040         0.039          0.901               0.001               \<0.001

注：Th细胞：辅助性T淋巴细胞；Tc细胞：细胞毒性T淋巴细胞

2．流式细胞术检测B淋巴细胞比例和血小板膜糖蛋白CD41а、CD61的表达：PTR组患者B淋巴细胞比例与对照组比较差异无统计学意义（*P*=0.901）。PTR组患者血小板膜糖蛋白CD41а、CD61的表达与对照组比较均显著升高，差异有统计学意义（*P*值分别为0.001和\<0.001）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}、[表1](#t01){ref-type="table"}）。

3．固相凝集法检测血小板抗体表达：PTR组41例患者中有35例血小板抗体阳性表达，阳性率为85.37%；对照组27例患者中有4例阳性表达，阳性率为14.82%，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。

PTR组和对照组患者输注血小板24 h后的PLT中位数分别为18.5×10^9^/L和39.0×10^9^/L。

讨论 {#s3}
====

血小板输注被广泛应用于血小板减少或血小板功能缺陷患者的预防和治疗，为血液病患者支持治疗的重要手段[@b1]。随着血小板输注量及输注频率的增加，PTR成为血小板输注的主要并发症，不仅导致急需输注血小板患者出血症状无法缓解，大出血概率增加，生存率降低，而且造成患者住院时间延长、费用增加，同时在一定程度上造成了血液资源的浪费[@b2]。PTR产生的原因分为免疫因素和非免疫因素。免疫因素，即同种异体免疫是造成PTR的一个主要原因，而血小板表面HLA抗原和HPA抗原在PTR的免疫机制中起主要作用[@b1],[@b3]。外源性血小板，作为同种异体抗原可诱导受血者机体产生同种异体免疫反应继而导致PTR[@b2]，然而其诱导机体产生同种异体免疫反应的机制目前尚不清楚。机体的免疫功能分为细胞免疫和体液免疫，通过监测输注血小板后机体T淋巴细胞亚群和B淋巴细胞可以评估患者机体免疫状态[@b4]，有助于探讨PTR的免疫机制。

在本研究中我们以血液病患者为研究对象，排除非免疫性因素干扰，采用流式细胞术检测PTR组和对照组患者Th细胞、Tc细胞和B淋巴细胞比例。结果显示PTR组患者较对照组Tc细胞比例增高，而Th细胞比例减低，提示Tc细胞在外源性血小板诱导同种异体免疫反应的免疫机制中发挥作用，与其在多种器官移植排斥反应的发生机制中发挥重要作用相类似[@b5]--[@b8]。此外，CD4^+^T细胞和CD8^+^T细胞的平衡在细胞免疫中占有重要地位[@b4]。我们的研究结果显示PTR组患者较对照组CD4^+^/CD8^+^T细胞比值（即Th/Tc比值）降低，提示PTR患者机体细胞免疫功能紊乱更为严重。上述结果均提示细胞免疫在PTR的免疫机制中发挥重要作用。在本研究中我们未检测到B淋巴细胞比例在PTR组和对照组患者间的差异有统计学意义，可能是由于本研究选取的研究对象为血液病患者，此类患者输注血小板颇为频繁，大部分患者机体已存在血小板抗体（如结果中血小板抗体部分所述），当外源性血小板再次进入机体，机体中已存在的血小板抗体直接破坏外源性血小板，导致PTR，因此未检测到B淋巴细胞比例的显著增高，进一步加大样本量，并同时分析初次血小板输注患者或血小板抗体阴性PTR受血者，能够更好地了解B淋巴细胞在PTR免疫机制中发挥的作用。

血小板表面GPⅡb/Ⅲa复合物参与血小板活化过程，在血小板止血功能及血栓的形成中发挥重要作用，血小板膜糖蛋白CD41a（GPⅡb）和CD61(GPⅢa）共同形成GPⅡb/Ⅲa复合物[@b9]--[@b10]，然而这两种分子是否参与PTR的免疫机制尚不知晓。本研究中我们初步分析了PTR组和对照组患者血小板膜糖蛋白CD41a和CD61的表达情况，结果显示PTR组两种分子的表达均显著性增高，因此PTR的免疫机制可能涉及CD41a和CD61的过表达。考虑到CD41a和CD61的检出率可能与PLT有关，我们进一步收集PTR组和对照组患者输注血小板24 h后的PLT（中位数分别为18.5×10^9^/L和39.0×10^9^/L），由于所有患者的PLT均低于50×10^9^/L，因此本研究中CD41a和CD61结果的可靠性受到质疑，有待在以后的研究中进一步探讨其在PTR免疫机制中的作用。此外，对PTR组和对照组患者血小板输注前及输注后血小板膜糖蛋白CD41a和CD61同时进行对比分析将更有助于探讨CD41a和CD61参与PTR免疫反应的具体机制，进一步弥补本研究中此方面的不足。

血小板表面表达多种抗原，其中血小板HLA和HPA抗原供受者不相合是诱导受者产生血小板抗体的主要因素。在本研究中我们对PTR组和对照组患者血小板抗体进行了分析，发现PTR组患者血小板抗体阳性率（85.37%）显著高于对照组（14.82%），提示血小板抗体在外源性血小板诱导的同种异体免疫机制中也发挥重要作用，与既往研究报道相符[@b2],[@b9],[@b11]--[@b12]。

在本研究中由于样本量小，我们未能对患者在出现PTR前后血液中的T淋巴细胞亚群、B淋巴细胞、血小板膜糖蛋白和血小板抗体的差异以及出现PTR时的血小板输注次数等进行分析，上述资料对于探讨PTR的免疫机制具有重要意义，有待在以后的研究中进一步完善。此外，本研究中PTR患者仅为血液病患者，且样本量较小，因此扩大样本量并对更多病种的PTR患者进行研究也具有重要意义。

综上，我们的研究结果显示Tc细胞的激活、Th细胞的抑制、血小板膜糖蛋白CD41a和CD61的过表达以及血小板抗体的产生均在PTR的免疫机制中发挥重要作用，具体作用机制有待进一步研究。
